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表达狂犬病毒糖蛋白抗原的重组犬 !型腺病毒的构建及鉴定

赵忠鹏，夏咸柱"，扈荣良，谢之景，闫 芳
（军事医学科学院军事兽医研究所 长春 /%$$4#）

摘 要：为研制一种预防犬科动物狂犬病的新型疫苗，将含有狂犬病毒 6D)株糖蛋白基因（D8E,3F G->A?*+?C3,B，DG*）
表达盒的穿梭质粒 *H)I!6%DG*中的 DG*表达盒克隆入犬 # 型腺病毒（J8B,B3 8K3B?L,+MF C>*3 #，J)H#）骨架质粒
*N?->#5J)H#中，获得重组质粒 *N?->#5J)H#5!6%5DG*，释放其基因组，转染 OPJQ细胞系，获得 6%缺失区（P3-3C,?B ?R
38+-> *+?C3,B %，!6%）含有 DG*表达盒的重组病毒 J)H#5!6%5DG*。该重组病毒能在 OPJQ细胞上产生典型的腺病毒
细胞病变。通过酶切、NJD、基因测序，表明该重组病毒含有完整的 DG*表达盒。通过 D25NJD、S3FC3+B E-?C等检测，
表明该重组病毒能够表达 DG*抗原。用该重组病毒免疫犬，%次免疫后，可以诱导犬产生特异的抗 J)H# TU抗体，
其效价超过 /V#&4和抗狂犬病病毒（D8E,3F L,+MF，DH）中和抗体，其效价超过 $W&$UXY7Z。试验结果表明，获得的重组
病毒免疫犬后，能够产生抗狂犬病毒和腺病毒的高效价保护性抗体，是一种有潜力的犬科动物狂犬病毒腺病毒二

联疫苗候选株。
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狂犬病（D8E,3F）是一种古老的人兽共患传染
病，但至今尚未研究出有效的治疗方法，一旦发病几

乎 /$$\死亡。近年来我国狂犬病死亡人数居高不
下，位居全国重点传染病死亡数和病死率榜首，且呈

逐年上升的趋势。我国现用的狂犬病疫苗为其弱毒

疫苗，存在毒力返强的隐患，因此，研究安全性好的

狂犬病毒疫苗势在必行。国内外已成功研制了多种

基因工程狂犬病疫苗，如核酸疫苗、痘苗病毒载体疫

苗、腺病毒载体疫苗等［/］，其中表达狂犬病毒糖蛋白

（DG*）基因的痘苗病毒和 6%区缺失（P3-3C,?B ?R 38+->
*+?C3,B %，!6%）的人腺病毒载体活疫苗，已成功地在
北美地区大规模用于野生动物免疫［# ’ !］。

狂犬病是一种自然疫源性疾病，几乎所有温血

动物对狂犬病病毒都敏感，野生动物为本病的主要

储存宿主，而犬在传播狂犬病中起重要作用，是人畜

感染最主要的来源。因此，研制免疫犬和野生动物

的狂犬病疫苗更显迫切［&］。犬 # 型腺病毒（J)H#）
遗传性稳定，能高效表达外源基因并能对外源蛋白

进行翻译后加工，如剪切、糖基化、磷酸化等，表达的

蛋白具有天然蛋白的特性，能在犬、貉、狐等犬科动

物和多种野生动物体内良好增殖，对热、*T稳定，且

可经口感染，非常适合用于重组口服狂犬病疫苗的

研究。而且应用 J)H# 免疫的动物，可有效的产生
对犬 /型腺病毒（J)H/）强毒的免疫力［&］。
为给口服狂犬病重组活疫苗研究打基础，本研

究将狂犬病毒 6D) 株糖蛋白（DG*）表达盒重组入
6%缺失的犬 #型腺病毒载体中，构建成表达 DG*抗
原的重组犬 #型腺病毒（J)H#5!6%5DG*），并对其进
行了鉴定。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 细菌、质粒和细胞：大肠杆菌（ !"#$%&’#$’(
#)*’）]O/$(，由本室保存。*^2（含有狂犬病毒 6D)
株糖蛋白基因）、*H)I#6%［4］（6%缺失的穿梭质粒）、
*N?->#5J)H#［"］（含 J)H# 全基因组）由本室构建。
*H)I/ 购自 UBL,C+?G3B 公司，*OP/152 H3AC?+ _>FC37 U
购自 28Q8D8 公司。OPJQ细胞，由本室保存。
"#"#! 主要试剂：限制性内切酶 +","、-.("、
!#)D"、/(*"等均购自 28Q8D8公司。限制性内切
酶 0"#"、1*("购自 ‘60公司。牛小肠碱性磷酸酶
（JU)N）、D‘) 酶、P‘) 0-MBC,BG Q,C 购自 28Q8D8 公



司。!" #$% 连接酶购自 &’()*+, 公司。-,./0
&1,2)/0 #$% #,/13 4/5/6.’*. 7/8、#$% 9*1 :;8’,<8/(5
7/8购自 =6+*5* 公司。脂质体 >/.(?*<8,)/5* 购自
@5A/8’(+*5公司。经典总 -$%提取试剂盒购自上海
B,5+(5公司。464>= 反转录酶购自 4C@ 公司。辣
根过氧化物酶标记山羊抗兔 @+9（进口分装）购自北
京中山生物技术有限公司，兔抗狂犬病病毒阳性血

清由本室保存。低分子量蛋白 4,’D*’ 购自上海生
化所。>C培养基为 EFE@#公司产品。#4:4培养
基为 9@CGE公司产品。
!"!"# 试验动物："只 "H I HJ日龄犬（抗 G%=6K L@
抗体效价小于 M NK，抗 -=中和抗体小于 JOM@PQ)>），
吉林大学实验动物中心提供。

!"$ 常规分子生物学试验
质粒的酶切按照各种酶的酶切说明书操作；酶

切片段的回收按照 #$% 9*1 :;8’,<8/(5 7/8说明书操
作；粘端连接按照 !" #$%连接酶说明书操作；线性
质粒 #$% HR端去磷按照 G@%&说明书操作；平端连
接按照 #$% C1S58/5+ 7/8说明书操作；化学（G,G1K）感
受态菌的制备、连接物的转化和琼脂糖凝胶电泳按

照文献［T］方法操作；质粒提取按照 -,./0 &1,2)/0
#$% #,/13 4/5/6.’*. 7/8说明书操作；细胞中总 -$%
的提取按照经典总 -$% 提取试剂盒说明书操作；
<#$%第一条链的合成按照 464>=反转录酶说明书
操作。

!"# 重组质粒 %&’()$*+,-$*!.#*/0%的构建
将 -+.基因从 .9!质粒克隆至 .=%FM，将 -+.

表达盒克隆入穿梭质粒 .=%F!:U，构建成 .=%F
!:U-+.，然后再克隆入 .&(13K6G%=K 中，获得重组
质粒 .&(13K6G%=K6!:U6-+.。
!"1 +,-$*!.#*/0%基因组转染23+4细胞
用 !"#"、$%&"内切酶从重组质粒 .&(13K6

G%=K6!:U6-+.中释放 G%=K6!:U6-+. 基因组，按照
脂质体 >/.(?*<8,)/5*说明书转染 4#G7细胞。
!"5 23+4细胞中 +,-$基因组的提取
具体操作按照文献［V］的方法进行。

!"6 +,-$*!.#*/0%病毒的鉴定
!"6"! G%=K6!:U6-+. 病毒的形态学观察：用
G%=K6!:U6-+.病毒第四代 4#G7细胞培养物接种
一瓶 4#G7细胞，UWX静置培养至出现典型的 G&:
（葡萄串样病变）。无菌将细胞刮下，戊二醛与锇酸

双固定，用 YTMK环氧树脂包埋，切片、染色作电镜超
微结构观察。

!"6"$ G%=K6!:U6-+. 病毒基因组酶切鉴定：用

G%=K6!:U6-+.病毒第四代 4#G7细胞培养物接种
一瓶 4#G7细胞，UWX静置培养至大多数细胞出现
G&:，但是仍未脱落，提取 G%=K6!:U6-+. 病毒基因
组，用 ’"("、)"(&"、*+,"、-"."内切酶进行初步
鉴定。回收 */0"和 -&%"双酶切后含有!:U6-+.
的 HOVDZ片段，用 123"、4560#、-"."、*+,"内切
酶进行进一步鉴定。

!"6"# G%=K6!:U6-+.病毒的 &G-与 -!6&G-鉴定：
利用 -+. 特异性引物 &M：HR6GG%GG%!99!!GG!G
%99G!G!GG6UR，&K：HR69G99GG9G!!%G%9!G!G%GG
GG6UR，用提取的 G%=K6!:U6-+. 病毒基因组进行
&G-鉴定，用经典总 -$%提取试剂盒提取细胞中总
-$%进行 -!6&G- 鉴定；利用 :U 区特异性引物［[］

:UY：HR6G%9!!G%!!GG!%%G!%G9%G6UR，:U-：HR6
G%%9!99%%9!%GG%%%9G!96UR，用提取的 G%=K6
!:U6-+.病毒基因组进行 &G-，回收 &G-产物，连接
到 .4#MT6!，转化 \4MJV，提取质粒鉴定，并对正确
的质粒送上海 B,5+(5 公司进行测序。扩增 -+. 的
条件：V"X U)/5；V"X UJ2，HWX "J2，WKX VJ2，KH 个
循环；WKX MJ)/52。扩增 :U的条件：V"X U)/5；V"X
"J2，HKX HJ2，WKX ")/5 "J2，UJ个循环；WKX MJ)/5。
!"6"1 G%=K6!:U6-+. 病毒表达产物 -+. 的检测：
利用辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 @+9（进口分
装），兔抗狂犬病病毒阳性血清，按照文献［T］的方法
进行 ]*28*’5 Z1(8检测。
!"6"5 G%=K6!:U6-+. 病毒免疫犬试验：用 G%=6
!:U6-+.免疫 "只 "H I HJ日龄犬，肌注，剂量为 M ^
MJ"!G@#HJ Q只，间隔 MH0免疫 M次，共免疫 U次，免疫
前和第 U次免疫后 MH0采血，制备血清，H[X UJ)/5
灭活，_ KJX冻存待检。用 G%=6K微量 L@试验检测
实验犬血清中抗 G%=6K L@ 抗体，试验犬血清中抗
-=中和抗体送英国狂犬病检测中心测定。
!"6"6 抗 -=中和抗体国际单位的测定：测定过程
参见文献［MJ］。

$ 结果

$"! 重组质粒 %&’()$*+,-$*!.#*/0%的酶切鉴定
经 ’"( " 酶 切，.&(13K6G%=K6!:U6-+. 切 出

MJOT[、WOW[、HO"V、"OJ、UOK、UOJ"、JOU、JOK[ 和 JOKDZ
大小的片段，而 .&(13K6G%=K切出 WOW[、HO"V、"O["、
"O"W、"OJ、UOK、UOJ"、JOU、JOK[和 JOKDZ大小的片段，
其电泳谱型明显不同，尤其在 MJOT[、"O["、"OW"处更
是明显；经 *+,"酶切，.&(13K6G%=K6!:U6-+. 切出
MJOKV、VOJ[、WOTW、"O[M、MO[、JOV[、JOWKDZ 大小的片

[UU ‘L%E ‘a(5+6.*5+ ,( &% b Q!#(& 75#/3853%395#& -565#&（KJJW）"W（K）



段，而 !"#$%&’()*&切出 +,-.&、/-01、2-.2、+-134 大
小的片段，其电泳谱型在 +0-&/、,-1+、0-/1、0-2&、
+,-.&34 处明显不同；经 !"#!酶切，!"#$%&’()*&’
"56’78!切出 .-.+、1-9.、,-+/、6-/9、6-.、6-22、6-0&、
0-//34 大小的片段，而 !"#$%&’()*& 切出 1-/,、
1-9.、,-+/、6-/9、6-.、6-06、6-0&、0-//、0-.134 大小
的片段，其电泳谱型在 .-.+:6-22:1-/,:6-06:0-.134
处明显不同。酶切结果与理论计算值一致，表明该

质粒构建正确。

!"! #$%!&!’(&)*+基因组转染,-#.细胞
经过 +次转染，细胞盲传 &次，出现了腺病毒特

有的葡萄串样细胞病变（("5）。用 ()*&’"56’78!
病毒第四代 ;<(= 细胞培养物接种一瓶 ;<(= 细
胞，62>静置培养至出现典型的葡萄串样病变（图 +’
)，?）。电镜超微结构观察可见腺病毒样病毒粒子
呈晶格状排列（图 &）。

图 / （$）正常 ,-#.细胞；（0）#$%!&!’(&)*+病毒引
起的,-#.细胞病变（/11 2）
@A8B+ （)）C#DEF$ ;<(= GH$$；（?）(%I#!FIJAG HKKHGI #K ()*&’"56’78!

AL ;<(= GH$$（+00 M）B

!"( #$%!&!’(&)*+病毒基因组酶切、3#)及 )4&
3#)鉴定
将重组病毒基因组经 $%&!和 !’(!双酶切，切

出 &6-/、9-/、6-&234大小的片段；回收其 9-/34的片
段，经 )*+N#酶切，切出 6-2+、+-21、0-6、0-+634 大
小的片段；经 $,-!酶切，切出 &-1、+-1、0-/2、0-2&34
大小的片段；经 !"#!酶切，切出 6-6、&-1934大小的
片段；经 ./0!酶切，切出 6-6、&-&.、0-6634大小的

图 ! #$%!&!’(&)*+病毒感染 ,-#.细胞的电镜超微
结构（51111 2）
@A8B& 5$HGID#L EAGD#8DF!J #K DHG#E4ALFLI FNHL#OADPQ ()*&’"56’78!

AL ;<(= GH$$（,0000 M）B

片段。酶切结果与理论计算值一致，表明重组病毒

()*&’"56’78!的 56区已经含有狂犬病毒糖蛋白的
完整表达盒。

用 56区特异性引物扩增重组病毒基因组，获
得 6-,34的片段；用 78!特异性引物扩增重组病毒
基因组和反转录产物，都获得 +-134 的片段。"(7
及 7R’"(7鉴定结果与理论值一致，表明重组病毒
()*&’"56’78!的 56区已经含有狂犬病毒糖蛋白的
完整表达盒，并在 7C)水平进行了 78!转录。
!"5 #$%!&!’(&)*+病毒的表达产物 )*+的检测

()*&’"56’78!病毒的表达产物 78! 可被兔抗
狂犬病病毒阳性血清识别，表达的 78!蛋白分子量
约为 113<F，与天然 78!的分子量相符（图 6）。

图 ( #$%&!67*+的89:;97< =>?;分析
@A8B6 SHQIHDL 4$#I FQQF% #K ()*&’"56’78!B +-;<(= GH$$ ALKHGIHN 4%

()*’&；&- ;<(= GH$$ ALKHGIHN 4% ()*&’"56’78!；;-;FD3HD B

!"@ ’(区特异性引物所扩增片段的测序
56区特异性引物所扩增的 6-,34片段经测序，

结果表明重组病毒 ()*&’"56’78! 的 56 区已经含
有狂犬病毒糖蛋白的完整表达盒。

!"A 免疫犬抗体检测
免疫前犬血清抗 ()*’& 的 TU 抗体效价小于
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! "#，免疫 $次效价 ! " #%& ’ %!#；免疫前犬血清抗狂
犬病效价小于 ()!*+,-.，免疫后 ()%( ’ !)(*+,-.。
免疫前犬血清效价表明，所免疫的犬免疫前没有受

到狂犬病毒和腺病毒的感染，也没有接种过疫苗，抗

两种病毒的抗体效价均为阴性；研究认为，抗 /012#
的 3*抗体效价大于 ! " !#4就能抵抗犬腺病毒的攻
击，而抗狂犬病毒中和抗体效价大于 ()%(*+,-.，就
能抵抗狂犬病毒的攻击。免疫后犬血清效价表明，

所免疫的犬能够抵抗狂犬病毒和腺病毒的攻击。

! 讨论

!"# 狂犬病毒保护性抗原的选择
狂犬病毒编码 %种结构蛋白，其中糖蛋白和核

蛋白为其主要保护性抗原，能诱导中和抗体和细胞

免疫。狂犬病毒糖蛋白（567）在病毒外膜上形成突
起，是狂犬病毒识别宿主细胞的主要结构，也是唯一

诱导中和抗体产生的抗原［%］。本研究选用的狂犬病

毒糖蛋白（567）为狂犬病毒 850株糖蛋白，其背景
清楚，免疫后对狂犬病毒攻击的保护作用在弱毒疫

苗中和核酸疫苗中已经得到了充分证明。

!"$ %&’$载体的选择
由于口服狂犬病弱毒疫苗对某些野生动物不安

全，!94:年美国 ;<=>?@研究所和法国 A@?B6CB合作，
D<CBE等［#］率先以痘苗病毒哥本哈根（/F7CBG?6CB）株
为载体，成功地将狂犬病病毒 850株的糖蛋白基因
克隆到痘苗病毒复制的非必需区2AD基因内，在痘
苗病毒启动子（HI)%）调控下，567基因获得表达，并
具有良好的免疫原性和安全性，区域性试验证明其

具有有效性、无毒性和热稳定性的特点。另外，已将

狂犬病毒的糖蛋白基因分别重组到人腺病毒 %型、
金丝雀痘病毒等病毒中，并证实均有免疫原性。而

用能口服免疫的 /01# 弱毒株作为载体，其载体本
身就是一个良好的犬腺病毒免疫原。

本研究所用的 !994年范泉水等［!!］分离和致弱
的 /01#沈阳株，是经大规模临床试验证明安全的
/01#弱毒株，并可与其它弱毒联合免疫。
!"! %&’$ (!区缺失部位和外源基因表达盒插入
方向的选择

8$区约 !%((J7，是 /01# 繁殖的非必需区，其
基因产物在体内具有抑制宿主抗病毒免疫防御的作

用。K<=LGC@等［!#］对 /01# 的 8$ 区进行了不同大小
的缺失，构建了表达犬瘟热病毒的 3蛋白和 K蛋白
的重组 /01# 病毒，最大缺失达 !#&$J7。本研究所
利用的 710M!8$［&］（8$ 缺失的穿梭质粒），缺失了

4%9J7的 8$N区的 !"#!片段。
外源基因表达盒在重组基因组中的方向会影响

外源基因的表达，插到 8$ 区的外源基因表达盒的
方向与 8$ 区的方向一致时，外源基因才能高效表
达［!$］。本研究所构建的重组病毒 /01#2"8$2567，
插到 8$区的 567表达盒方向与 8$区的方向一致。
!") %&’$病毒的包装容量
正常情况下，/01# 的最大包装容量为野生型

腺病毒基因组的 !(%O，即在不缺失的情况下可插
入 !)&PJ的外源基因。然而对 8$ 区可缺失的最大
QR0片段还不十分清楚，/01# 的最大包装容量也
还不十分清楚。K<=LGC@ 等［!#］所构建的表达犬瘟热
病毒 3蛋白和 K蛋白重组 /01#病毒，包装容量达
到了 !(%)$O，D@C-C@ 等［!:］用 /01# AF@FB>F 0#&,&!
株在 8!反式互补细胞系中又构建了多个 /01# 载
体，其中 /01##6?S 达到了 !(%)IO。谢之景等［&］所
构建的表达 /H1 1H#基因重组 /01#（/01#,/H1病
毒）包装容量为 !(%)#$O，闫芳等［!%］所构建的表达
犬瘟热病毒 3蛋白的 /01#（/01#,/Q1.H3病毒）包
装容量达 !(&)!IO。本研究所构建的重组病毒
/01#2"8$2567，包装容量达到了 !(%)&O。
!"* 重组 %&’$+!(!+,-.基因组转染/0%1细胞
由于不明的原因，同样的重组 /01#2"8$2567

基因组转染同样的 TQ/D细胞，有的转染 !次，盲传
#次就能出现病变，而有的重复转染数 !( 次，也不
出现病变。这可能与细胞的状态、QR0与脂质体的
结合状态等因素有关。

!"2 重组 %&’$+!(!+,-.病毒表达 ,-.的检测
利用 5A2H/5 检测结果表明，重组 /01#2"8$2

567病毒在细胞内繁殖的过程中能够正确地转录
567 -5R0。通过 ;C=>C@B JSF>检测，表明重组 /01#2
"8$2567病毒在细胞内繁殖的过程中能够正确地表
达 567，并具有良好的反应原性。利用重组病毒免
疫犬 $次后，所采集的犬血清抗腺病毒抗体 3*效价
和抗狂犬病毒中和抗体效价都大于能够提供保护的

抗体效价的最低水平，可以作为犬科动物狂犬病毒

腺病毒二联疫苗候选株。
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